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1 . rat liver G6Pase catalytic subunit cDNA 全長の cloning
雄性 5 週令 SD ラット肝より acidguanidinium thiocyanate-phenol-chloroform (AGPC) 法で抽出した total RNA 
に対して， random primer を用いて， first strand cDNA を作成した。マウス G6Pase catalytic subunit cDN A 配列
を参考にした primer を作成し， coding region の cDNA を reverse-transcription (RT) polymerase chain reaction 
(PCR) cloning した。ついで， 5' および3' non-coding region について， Rapid amplification of cDNA ends(RACE) 
法により cDNA を単離し，これらを dideoxy 法にて全塩基配列を決定した。
2. G6Pase mRNA 発現の検討
24時間絶食後の雄性 5 週令 SD ラットの肝，腎，牌，副腎，心，筋，精巣， JJ草ラ氏島，勝，脂肪，胃，十二指腸，空
腸，回m易，大腸，脳，肺の各組織から AGPC 法にて total RNA を抽出し， G6Pase mRN A 発現の組織分布をノザン





肥満を伴う NIDDM のモデル動物である Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) ラットと，対照とし
て Long Evans Tokushima Otsuka (LETO) ラットを用いた。生後16， 28 , 40週令において，自由摂食時に血糖お
よび血中インスリン，グルカゴン濃度を測定した。また，肝での解糖系酵素 (glucokinase (GK) , liver type phosphoｭ
fructokinase (PFK -L) , liver type pyruvate kinase (LPK) )と糖新生系酵素 (G6Pase ， fructose 1, 6-bisphosphatase 
(FBPase) , phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)) の酵素活性と mRNA の発現量を測定した。
【成績】
1. rat liver G6Pase catalytic subunit cDNA の構造
全長は2275base pair (bp) で， coding region は 1071 bp で357個のアミノ酸を code していた。マウス，ヒト配列と
の homology は， coding region の塩基レベルで，各々 93.1% ， 84.5%，アミノ酸レベルで94.1% ， 89.9%であり，種
聞に高い保存性を認めた。
2 . rat liver G6Pase mRNA の組織分布
ノザン分析では，肝，腎に極めて強い発現を示し，牌，副腎に弱い発現を認めた。 RT-PCR では，検討した全組織
で mRNA の存在を確認した。
3. STZ 糖尿病マウスの肝，腎における G6Pase 遺伝子のインスリンによる発現調節
Control 無処置群，糖尿病ケトーシス群，インスリン投与群で G6Pase mRNA の発現を比較したところ，肝におい
ては， contro1 (自由摂食時)群では mRNA 発現量が極く弱かったのに対して， STZ 投与ケトーシス群では著増し，
さらにインスリン投与により control のレベルまで抑制された。これに対して，腎では control ですでに高い発現を認
め，これは STZ，インスリン投与のいず、れにおいても変化しなかった。
4. OLETF ラットにおける肝糖代謝酵素の活性と mRNA 発現量
16, 28 , 40週のいずれにおいても， OLETF では血糖，インスリンレベルは高く，特に16週では明らかな高インスリ
ン血症を示した。グルカゴンには有意な差は無かった。 GK， LPK の酵素活性と mRNA 量は OLETF で上昇していた。
また， OLETF では G6Pase， FBPase の酵素活性， mRNA 発現量が高インスリンレベルでも抑制されておらず，上昇
していた。
【総括】
本研究では， rat liver G6Pase catalytic subunit の mRNA 構造を明らかにし，その結果，肝糖産生の調節機構を
糖新生系，解糖系に関与する全ての律速酵素について，遺伝子レベルで総合的に検討することを可能とした。 mRNA
発現の組織分布の検討からは，筋，醇ラ氏島で mRNA の発現が確認されたことは，これらの組織における糖新生系の
役割を糖尿病の病態生理から考える上で有意義である。つまり，筋での glucose uptake , utilization や，醇 beta 細胞












本研究は，肝糖新生系の最終段階の律速酵素である，グルコース -6 フォスファターゼ (G6Pase) の cDNA クロー
ニングを行い，同遺伝子の組織特異的な発現様式を検討することによって，従来，タンパクレベルで示唆されていた，
本酵素の生理的意義を分子生物学的に明らかにしたものである。特に肝，腎などの糖新生が活発に行われる組織以外
にも， G6Pase の発現があることを明らかにしたことは，組織内グルコース代謝を詳細に分析する上で重要な意義を有
する。これらの検討を基盤として，さらに G6Pase の糖尿病病態への関与を検討するため，インスリン欠乏，インスリ
ン抵抗性の両モデ、ル動物を用いて，本遺伝子の発現調節を分析した。その結果，糖尿病の=主要な病因，病態を規定す
る，上記いずれの状態においても， G6Pase 遺伝子の発現増強，ないしはインスリンによる同遺伝子発現の抑制不全が
存在することが判明した。このことから，糖尿病における肝糖産生の充進には， G6Pase 遺伝子の発現充進が関与する
ことが示された。
以上のように，本研究は，糖尿病発症とその病態の進展における肝糖新生系の関与のメカニズム解明に新たな道を
開くものであり，学位に値すると認めるものである。
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